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康莱特注射液调控胆固醇代谢以抑制肺腺癌A549细胞的恶性生物学行为
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[摘  要]  目的：明确康莱特注射液（KLTi）通过调控胆固醇代谢对肺腺癌A549细胞恶性生物学行为的抑制作用。方法：构建

A549细胞体外培养模型，设置空白对照组（CON组）、KLTi组、顺铂（DDP）组及KLTi+DDP组，分别给予对应药物干预，采用CCK-8

法检测不同分组的药物干预对A549细胞增殖的影响，并确定 IC50值用于后续实验；使用细胞划痕实验、平板克隆形成实验、

Transwell侵袭实验观察不同分组药物对A549细胞恶性生物学行为的影响；流式细胞术检测不同分组药物对A549细胞晚期凋亡

水平的影响；WB法检测各组细胞上皮间质转化（EMT）相关蛋白表达，ELISA法检测促炎因子释放水平。采用比色法检测细胞

胆固醇含量水平的组间差异，借助WB法检测胆固醇代谢相关膜通道蛋白ATP结合盒转运蛋白A1（ABCA1）及功能蛋白ATP柠

檬酸裂解酶（ACLY）、肽基脯氨酰异构酶B（PPIB）表达水平差异。结果：KLTi及DDP对A549细胞抑制作用具有时间及剂量依

赖性（均P<0.05），最终选择2 mg/mL KLTi、3 μg/mL DDP作为干预剂量，按分组加药干预48 h后显示，KLTi单用或联合DDP均可

抑制A549细胞克隆形成、迁移、侵袭能力且促进其晚期凋亡，KLTi+DDP组的效果更加明显（P<0.05或P<0.01）； KLTi单用或联

合DDP可通过调控E-cadherin、vimentin、snail蛋白表达从而影响A549细胞EMT进程（P<0.05或P<0.01），同时下调 IL-6及 IL-8

的释放水平（P<0.05 或 P<0.01）。KLTi 单用及联合 DDP 均可以明显降低 A549 细胞胆固醇含量（P<0.05 或 P<0.01），并且对

ABCA1、ACLY、PPIB表达具有调控作用，联合组的效果更加明显（P<0.05或P<0.01）。结论：KLTi可能通过调控胆固醇代谢水

平及相关通道蛋白抑制肺腺癌A549细胞增殖、迁移、侵袭等恶性生物学行为及EMT进程。
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Kanglaite injection regulates cholesterol metabolism to inhibit the malignant 
biological behavior of lung adenocarcinoma A549 cells

ZHU Guanghuia, ZHENG Qia,b, GAO Ruikea, XU Bowena, XU Manmana, LI Jiea (a. Department of Oncology, Guang'anmen Hospital; 

b. Cancer Institute, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100053, China)

[Abstract]  Objective： To investigate the inhibitory effect of Kanglaite injection (KLTi) on the biological behaviors of lung 

adenocarcinoma A549 cells by regulating cholesterol metabolism. Methods: An in vitro monoculture model of A549 cells was 

established. A blank control group (CON group), a KLTi group, a cisplatin group (DDP group) and a KLTi + DDP group were set and 

given corresponding drug intervention, respectively. CCK-8 method was used to detect the effects of different interventions on the 

proliferation of A549 cells, and IC50 values were determined for subsequent experiments. The effects of different drugs on the malignant 

biological behaviors of A549 cells were compared by cell scratch assay, plate clonogenesis assay and Transwell invasion assay, and the 

late apoptosis of A549 cells were detected by flow cytometry. The expression of epithelial-mesenchymal transition (EMT) related 

proteins was detected by WB method, and the release level of pro-inflammatory factors was detected by ELISA. Colorimetric method 

was used to detect the difference of cholesterol content in 106 cells among groups. The difference in the expression levels of membrane 

channel protein ATP binding cassette transport protein A1 (ABCA1) and functional proteins ATP citrate lyase (ACLY) and 

peptidylprolyl isomerase B (PPIB) related to cholesterol metabolism was determined by using WB assay. Results: KLTi and DDP 

inhibited A549 cells in a time- and dose-dependent manner (both P<0.05). Finally, 2 mg/mL KLTi, 3 μg/mL DDP and 48 h of 

intervention were chosen as intervention dose for follow-up experiments. KLTi alone or combined with DDP could inhibit the clone 

formation, migration and invasion and promote the late apoptosis of A549 cells, with more prominent effect in the KLTi+DDP group 

(P<0.05 or P<0.01). KLTi alone or in combination with DDP could improve the EMT process of A549 cells by regulating the protein 
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expression of E-cadherin, vimentin and snail (P<0.05 or P<0.01) and down-regulate the release of pro-inflammatory cytokines IL-6 and 

IL-8 (P<0.05 or P<0.01). KLTi alone or in combination with DDP could significantly reduce the cholesterol content of A549 cells 

(P<0.05 or P<0.01) and had a regulatory effect on ABCA1, ACLY and PPIB, with more prominent effects in the KLTi+DDP group 

(P<0.05 or P<0.01). Conclusion: KLTi inhibits the proliferation, migration, invasion and EMT process of lung adenocarcinoma A549 

cells possibly by regulating cholesterol metabolism levels and related channel proteins.

[Key words]  Kanglaite injection (KLTi); lung adenocarcinoma; A549 cell; cholesterol metabolism; proliferation; migration; invasion; EMT
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在中国，肺癌是发病率及病死亡率均排名第一

的恶性肿瘤，其新发病例数持续上升，是癌症相关死

亡的主要原因[1-2]。非小细胞肺癌（non-small cell lung 

cancer，NSCLC）约占全部肺癌的 80%~85%，其中以

腺癌占比最大，鳞状细胞癌是第二常见的[3]。代谢是

癌症的中心机制，脂质代谢是代谢表型之一[4-6]。研

究[7-9]发现，癌症存在脂质代谢异常的现象。代谢重

编程现在已经被确定为癌症的一个标志[10]。代谢酶、

上游调控分子，以及下游代谢产物在各种代谢过程

中发生改变[11]。脂质是细胞的主要功能物质之一，脂

质在细胞及其周围环境中的分布和代谢过程中被重

新编程，会促进肿瘤细胞的增殖，高度增殖的癌细胞

表现出强烈的脂质和胆固醇亲和性。鉴于脂质代谢

途径对癌症有重要影响，针对脂质代谢的特定治疗

似可改善肿瘤患者预后、增强抗肿瘤效果。

中西医结合治疗作为中国医疗行为的特色组成

部分，临床参与肺癌的综合治疗具有疗效及安全性

优势。康莱特注射液（Kanglaite injection，KLTi）于

1997年获批上市，是由中国工程院院士、浙江中医药

大学教授李大鹏领衔的科研团队运用超临界CO2萃

取等国际先进技术，从中药薏苡仁中提取分离出抗

癌活性成分研制而成的静脉注射用乳剂。团队成员

前期借助网络药理学的手段探究了KLTi抗NSCLC

的有效成分及作用机制，发现其有效成分主要来自

薏苡仁油，包括豆甾醇、豆甾醇α1、麦角甾醇等；同时

KEGG分析发现，调控通路主要集中在脂肪细胞中脂

解的调节、钙信号通路等代谢途径上[12]。本研究以肺

腺癌A549细胞为研究对象，使用KLTi单用或联合化

疗作为干预措施，探讨KLTi对肺腺癌A549细胞恶性

行为及胆固醇代谢途径的影响，为肺腺癌的治疗提

供重要的实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞与试剂

NSCLC 细胞系 A549 来自美国 ATCC 公司。

McCoy's 5A（改良）培养基、胎牛血清、青链霉素双

抗、0.25% Typsin-EDTA均购自美国Gibco公司，PMA

购自美国Sigma公司，Cell Counting Kit-8（CCK-8）购

自日本同仁化学公司，Matrigel Basement Membrane 

Matrix购自美国Corning公司，Annexin Ⅴ-FITC细胞

凋亡检测试剂盒购自美国BD公司，BCA法蛋白定量

试剂盒购自中国APPLYGEN公司，抗 β-actin兔源单

抗（工作液 1∶1 000稀释）购自中国北京中杉金桥公

司，抗上皮钙黏素（E-cadherin）（工作液 1∶1 000 稀

释）、抗波形蛋白（vimentin）（工作液 1∶1 000 稀

释）、抗 snail（工作液 1∶500稀释）、抗ATP结合盒转

运蛋白A1（ATP binding cassette transport protein A1，

ABCA1）兔源单抗（工作液 1∶1 000 稀释）购自美国

CST 公司，重组抗 ATP 柠檬酸裂解酶（ATP citrate 

lyase，ACLY）兔源单抗（工作液 1∶1 000稀释）、抗闭

合蛋白（occludin）兔源单抗（工作液 1∶1 000稀释）均

购自英国 Abcam 公司，抗肽基脯氨酰异构酶 B

（peptidylprolyl isomerase B，PPIB）兔源单抗（工作液

1∶1 000稀释）购自美国Proteintech公司，HRP标记的

山羊抗兔 IgG（H+L）购自美国 Jackson公司，总胆固

醇（Total Cholesterol，TC）比 色 法 测 定 试 剂 盒

Colorimetric Assay Kit购自中国伊莱瑞特生物科技股

份有限公司，KLTi购自浙江康莱特药业有限公司，注

射用顺铂（cisplatin，DDP）购自齐鲁制药有限公司。

1.2  细胞培养

A549细胞种于含10%胎牛血清的McCoy's 5A（改

良）培养基，在37 ℃、5%CO2的培养箱内培养。显微镜

下观察细胞汇合度达到90%以上时，用0.25%胰酶消化

细胞，1∶3传代培养，取对数生长期的细胞进行实验。

1.3  CCK-8法检测KLTi与DDP对A549细胞的细胞

毒性作用

将 A549 细胞调整密度为 5×106 个 /mL，每孔

100 μL 细胞悬液接种于 96 孔板中，置于 37 ℃、

5%CO2 培养箱中过夜。根据 KLTi（20、10、5、2.5、

1.25、0.625、0 mg/mL）、DDP（20、10、5、2.5、1.25、

0.625、0 μg/mL）的不同质量浓度将细胞各分为 7组，

每组药物 6个复孔，同时根据药物作用时间分为 24

和 48 h两亚组，分别向对应孔中加入含 10% CCK-8

溶液的新鲜完全培养基100 μL/孔，37 ℃培养 1~4 h。

用酶标仪测定在 450 nm处的光密度（D）值，待含有

细胞的对照孔的D值为1时，进行读数记录。细胞增

殖抑制率=[（Ac–As）/（Ac–Ab）]×100%，其中As为实

验组光密度（含细胞、培养基、CCK-8溶液和药物溶
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液），Ac为对照组光密度（含细胞、培养基、CCK-8溶

液，不含药物），Ab为培养基光密度（含培养基、CCK-8溶

液，不含细胞、药物）。使用GraphPad软件计算 IC50值。

1.4  A549细胞分组药物处理

根据1.3中计算的 IC50值，将A549细胞分为空白

对照组（CON 组）、KLTi 组、DDP 组及联合组，其中

KLTi组加KLTi 2 mg/mL，DDP组加DDP 3 μg/mL，联

合组加KLTi 2 mg/mL+DDP 3 μg/mL，按照实验要求

分别处理24或48 h。

1.5  平板克隆形成实验检测KLTi及DDP对A549细

胞增殖的影响

调整A549细胞密度500个/mL，吹匀后加入6孔板，

每孔2 mL，摇匀后置于37 ℃ 5% CO2培养箱中过夜。

配制各组含药培养基分别加入对应孔中后继续置于培

养箱中48 h后，去除含药培养基并用PBS洗涤2次，置换

空白培养基（无胎牛血清）继续培养。每3 d换新鲜空

白培养基（无FBS），于光学倒置显微镜下观察，待绝大

多数单个克隆团中细胞数大于50后终止培养（约12 d）。

PBS洗涤，每孔加入1 mL 4%多聚甲醛，固定30~60 min

后洗涤；每孔加入结晶紫染液1 mL，10~20 min后，PBS

洗涤数次、晾干，数码相机拍照。

1.6  细胞划痕愈合实验检测KLTi及DDP对A549细

胞迁移的影响

各组对数生长期A549细胞用0.25% Typsin-EDTA

消化，调整细胞密度为 2.5×105个/mL，十字摇匀后置

于37 ℃ 5%CO2培养箱中 48 h，用 200 μL移液枪头沿

钢尺进行划痕，将配制好的各组含药培养基分别加

入对应孔，分别于0、24、48 h在光学倒置显微镜下拍

照，观察划痕愈合程度，用 Image J软件计算痕迹所占

面积，最后计算细胞迁移率：迁移率=（最终划痕面

积-初始划痕面积）/初始划痕面积×100%。

1.7  Transwell小室实验检测KLTi及DDP对A549细

胞侵袭的影响

Transwell小室预铺基质胶检测细胞侵袭能力。

将A549细胞悬液调整细胞密度为5×105个/mL，接种

至Transwell小室，下层 24孔板中加入含 10%胎牛血

清的培养液，置于培养箱中培养 24 h。取出细胞后

PBS洗涤，4%多聚甲醛室温固定 10 min，结晶紫染

色15 min，显微镜下观察，并使用 Image J软件计算侵

袭细胞所占面积。

1.8  流式细胞术检测KLTi及DDP对A549细胞凋亡

的影响

收集按照不同分组完成干预的细胞，PBS洗涤重

悬细胞，加入 AnnexinⅤ-FITC 和 PI 各 10 μL，混匀，

4 ℃避光处理30 min，加入PBS，行流式细胞术检测。

1.9  比色法检测KLTi及DDP对A549细胞胆固醇含

量的影响

用细胞刮刀将分组干预完成的细胞刮下，PBS清

洗后取2×106个细胞加入200 μL异丙醇，进行机械匀

浆后在显微镜下观察无明显细胞沉淀，再重复进行

4 ℃、1 000×g离心 10 min以收集上清液。按照试剂

盒操作说明取 2.5 μL 双蒸水加入空白孔（A 孔），

取2.5 μL胆固醇标准品（5.17 mmol/L）加入标准孔（B

孔），分别取各组待测样本 2.5 μL 加入对应孔中（S

孔）；向各孔加入250 μL酶工作液，37 ℃反应10 min。

设定酶标仪波长为 510 nm，检测并读取各孔 D 值。

计算待测样本中胆固醇的相对含量，公式为胆固醇

相对含量[μmol/（1×106个细胞）]=△A1÷△A2×c×f÷

（N÷V），其中△A1：样本D值-空白D值；△A2：标准D

值-空白D值；c：标准品浓度（5.17 mmol/L）；f：样本加

入检测体系前稀释的倍数；N：1×106个细胞的份数；

V：异丙醇的体积（mL）。

1.10  ELISA法检测KLTi及DDP对A549细胞上清

液中细胞因子水平的影响

收集各组干预后细胞，取细胞上清液，严格按照

试剂盒说明书步骤完成标准曲线绘制、反应等操作，

结束后以标准物D值为横坐标，标准物浓度为纵坐

标，计算出标准曲线的二次回归方程式，将样品D值

代入方程式，计算所得数据即为细胞上清液中细胞

因子的实际浓度。

1.11  WB法检测KLTi及DDP对A549细胞EMT进

程和胆固醇代谢相关蛋白表达水平的影响

收集各组干预后细胞，经细胞裂解液处理后提取

细胞总蛋白，BCA法测定细胞蛋白浓度，完成WB法的

电泳、转膜、免疫杂交、化学发光等操作过程，检测A549

细胞EMT相关蛋白（E-cadherin、vimentin、snail）及胆固

醇代谢相关蛋白（ABCA1、ACLY、PPIB）表达水平。

1.12  统计学处理

应用 SPSS 26 统计软件进行统计分析 ，以

GraphPad Prism 9.5.0 软件绘图。符合正态分布的

计量数据用 x̄±s 表示，两样本比较采用独立样本 t检

验，多样本比较采用单因素方差分析。以 P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  KLTi单用或联用DDP在体外对A549细胞的细

胞毒作用及 IC50值的确定

CCK-8法检测结果（图1）显示，KLTi、DDP对A549

细胞的细胞毒作用具有时间效应及剂量效应依赖性，

在干预A549细胞24及48 h时，KLTi对A549细胞的IC50

分别为15.650、2.248 mg/mL，DDP对A549细胞的 IC50

分别为9.006、2.999 μg/mL。考虑到KLTi为脂溶性制剂，
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干预浓度太大会通过影响渗透压对细胞增殖产生影响，

故选择48 h的IC50并参考既往文献报道[13]选择 2 mg/mL

进行后续实验。选择DDP 3 μg/mL进行后续实验。

KLTi与DDP联合用药，以浓度依赖性方式降低A549细

胞的存活率。

2.2  KLTi单用或联合化疗对A549细胞迁移、侵袭的

抑制作用

为了排除细胞增殖对迁移、侵袭结果造成假阳

性的影响，故使用无胎牛血清的基础培养基进行了

CON 组的 A549 细胞培养及各干预组的药物配制。

分别设置CON组、KLTi组、DDP组及KLTi+DDP组，

药物干预 48 h后，对细胞迁移率及侵袭细胞面积进

行组间对比，结果显示，与 CON 组相比，KLTi 组、

DDP组及KLTi+DDP组A549细胞的迁移（图2A）、侵

袭（图 2B）均受到抑制（P<0.01），且KLTi+DDP组的

抑制作用较DDP组更加明显（P<0.05）。

图1    KLTi（A）、DDP（B）、KLTi+DDP（C）对A549细胞的细胞毒作用

与CON组相比，**P<0.01；与DDP组相比，△P<0.05，标尺=200 μm。

图2    KLTi及DDP对A549细胞迁移（A）及侵袭（B，标尺=200 μm）的抑制作用

2.3  KLTi单用或联用DDP对A549细胞增殖的抑制

和凋亡的促进作用

平板克隆形成实验结果显示（图 3A），与

CON 组相比 ，KLTi 组 、DDP 组及 KLTi+DDP 组

A549细胞的平板克隆形成率均显著降低（均

P<0.01），其中 KLTi+DDP 组克隆形成率较 DDP 组
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更低（P<0.05）。流式细胞术检测结果（图 3B）显

示 ，与 CON 组 相 比 ，DDP 组 和 KLTi+DDP 组

A549 细胞的晚期凋亡水平均显著增加（P<0.01），且

KLTi+DDP 组的促凋亡作用较 DDP 组更加明显

（P<0.05），然而单用KLTi组较CON组未见明显统计

学意义的差异。

2.4  KLTi在体外调控A549细胞EMT进程相关蛋白

的表达水平

WB 法检测结果（图 4）显示，与 CON 组相比，

KLTi组、DDP组及KLTi+DDP组的E-cadherin的表达

水平明显上调，而 vimentin、snail的蛋白表达水平明

显下调（P<0.05或<0.01），且KLTi+DDP组相关蛋白

水平变化更为明显（P<0.05）。

与CON组相比，**P<0.01；与DDP组相比，△P<0.05。

图3    KLTi及DDP对A549细胞的增殖抑制作用（A）及凋亡促进作用（B）

与CON组相比，*P<0.05，**P<0.01；与DDP组相比，△P<0.05。

图4    KLTi及DDP对A549细胞EMT相关蛋白表达水平的调控作用
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2.5  KLTi 单用或联用 DDP 对 A549 细胞 IL-6、IL-8

释放水平的调控作用

ELISA检测结果（图5）显示，与CON组相比，KLTi

组、DDP组及 KLTi+DDP 组 A549 细胞培养上清液中

IL-6（图 5A）、IL-8（图 5B）水平均显著降低（P<0.05

或P<0.01），其中，KLTi组 IL-8水平降低最为显著。

与CON组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图5    KLTi及DDP对A549细胞 IL-6（（A））、IL-8（（B））释放水平的调控作用

2.6  KLTi单用或联用DDP调控A549细胞的胆固醇

含量及代谢相关蛋白表达水平

比色法检测各组 1×106个A549细胞中胆固醇含

量水平变化及代谢相关蛋白表达水平，结果发现，

KLTi单用或者联用DDP时均可降低A549细胞的胆

固醇含量水平（图 6A），并调控代谢相关蛋白

ABCA1、ACLY、PPIB的表达水平（图6B），与CON组

相比差异均具有统计学意义（P<0.05或P<0.01）。

与CON组相比，*P<0.05，**P<0.01；与DDP组相比，△P<0.05。

图6    KLTi单用及联用DDP对A549细胞胆固醇含量（A）及代谢相关蛋白（B）表达水平的调控作用

3  讨  论

3.1  体外实验明确KLTi单用或联用DDP对肺腺癌

A549细胞的抑制作用

侵袭及转移是恶性肿瘤细胞的本质特性之一，

EMT与肿瘤侵袭能力密切相关，是恶性肿瘤转移的

关键步骤，使细胞更容易侵入基质、穿透血管等[14-15]，

其主要特征是E-cadherin表达的下调或缺失，间质表

型如 vimentin、snail 表达的获得或上调[14]。因此，本

课题组通过构建NSCLC细胞体外模型观察KLTi对

A549细胞恶性行为学的影响，发现KLTi单独应用或

联合DDP，均可明显抑制A549细胞迁移、克隆形成

能力，且KLTi+DDP组的效果更加明显；当KLTi单用

时，A549细胞侵袭能力、晚期凋亡水平均较CON组

有下降趋势（无统计学差异），而KLTi+DDP组细胞侵

袭能力、晚期凋亡水平均较CON组及DDP组显著下

降。进一步开展对KLTi单独应用或联合DDP调控

EMT相关蛋白（E-cadherin、vimentin、snail）表达水平

的研究，结果发现，单纯应用KLTi、单纯应用DDP、联

合应用KLTi和DDP均可明显上调E-cadherin蛋白表

达水平，明显下调vimentin、snail蛋白的表达水平，并

且联合应用KLTi和DDP效果更加明显，从而抑制肺

腺癌A549细胞发生EMT。

前期研究已证实，肿瘤细胞释放的促炎因子
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IL-6、IL-8与EMT存在串扰效应，可驱动EMT发生，

而发生EMT 的肿瘤细胞的促炎因子的释放水平

进一步升高，从而形成恶性循环[16]。因此，本课题

组探索KLTi单用或联用DDP是否对A549细胞释放

促炎因子 IL-6、IL-8具有调控作用，结果发现，KLTi

单用或者联用DDP均可以明显下调 A549 细胞的

IL-6、IL-8 释放水平。其中，对于 IL-8 的释放水

平，在使用 DDP 进行干预后较 CON 组及KLTi组

升高，提示DDP联合KLTi可能泛而会促进A549细

胞释放 IL-8。

3.2  基于胆固醇代谢探索KLTi对肺腺癌A549细胞

的干预作用机制

胆固醇是生物膜的重要组成部分，参与维持细

胞膜磷脂双分子层的稳定性。既往研究[17]证明胆固

醇水平的升高是癌细胞增殖、肿瘤进展的标志。本

课题组首先对不同药物干预后的A549细胞胆固醇水

平进行检测及组间对比，结果发现KLTi单独及联合

DDP应用均可以明显降低A549细胞胆固醇含量，并

且对胆固醇代谢的相关通道（ABCA1）及功能蛋白

（ACLY、PPIB）具有调控作用，联合组的效果更加

明显。

ABCA1 是一种与胆固醇稳态密切相关的膜蛋

白。研究[18]已证实，ABCA1过表达可以升高肿瘤细

胞中胆固醇水平并促进其增殖，而抑制ABCA1表达

可以通过降低胆固醇水平以抑制肿瘤细胞增殖。

ACLY是脂肪酸从头合成的关键酶，ACLY敲低可以

导致A549细胞增殖停滞[19]；ACLY抑制可以促进细

胞内胆固醇流出[20]。此外，胆固醇及其代谢产物可以

促进 PPIB 表达进而增强 A549 细胞增殖及侵袭能

力[21]（图7）。

     胆固醇通过ABCA1进入肺癌细胞，并通过ACLY调控合成

脂肪酸，产出ATP供给肿瘤细胞增殖，胆固醇及其代谢产物可通

过调控PPIB以促进肿瘤细胞发生EMT，从而发生迁移、侵袭。胆

固醇亦可通过影响肿瘤相关巨噬细胞分泌促炎因子 IL-6、IL-8，

影响肺癌细胞胆固醇代谢进程，从而促进肿瘤细胞恶性行为。

图7    胆固醇代谢对肺癌细胞迁移与侵袭的促进作用

综上，本课题组证实了KLTi单用或联合DDP在

体外对肺腺癌A549细胞增殖、迁移和侵袭的抑制及

对细胞晚期凋亡的促进作用，这可能与调控胆固醇

代谢进而影响EMT有关。
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